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RESUMEN 

Thaishaemastoma , Gasteropodo marino muy f recuente en las zonas rocosas del litoral 
mediterraneo, esta presente tanto en medios conservados como contaminados, resul- 
tando resistente a la presencia de diversos tipos de xenobioticos y entre ellos los metales 
pesados. Dado que el hepatopancreas de Crustaceos y Moluscos esta directamente 
implicado en el metabolismo de muy distintas substancias, se pretende analizar la 
ultraestructura de sus componentes celulares en condiciones normales, para as! selec- 
cionar un modelo celular que permita demostrar la presencia en el medio ambiente de 
metales pesados. Tras el estudio ultraestructural y anaiisis funcional de los cuatro tipos 
celulares hepatopancreaticos, se proponen las celulas acumuladoras de cationes como 
modelo experimental mas apto para el estudio del metabolismo de metales pesados. 


ABSTRACT 

Thais haemastoma is an abundant Gastropod in the rocky shores of the West Medite¬ 
rranean, occurring both in conservated and polluted environments; so this species 
results resistent to a variety of xenobiotics, including heavy metals. The Molluscan and 
Crustacean hepatopancreas has been recognized as an organ directly implied in the 
metabolism of many toxics; so, we intend to analyze the ultrastructural characteristics of 
the four hepatopancreatic cell types in order to select a cell model that allows to 
demonstrate the heavy metal presence in our marine coastal environment. The ultrastruc¬ 
tural study and function analysis of the hepatopancreatic cells indicate that the cation 
containing cells are the most suitable cell model to study the heavy metals accumulation 
and metabolism. 

INTRODUCCION nacion en ambicntcs marinos, aplicandosc para 

cllo divcrsas tecnicas de tipo ccologico, bioquimi- 
Dcsde hace algunos anos, los moluscos se han co o fisiologico. Actualmente sc esta procediendo 
venido utilizando como indicadores de contami- aunarcnovaciondelasmetodologfasulilizadasen 
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la evaluation del impacto ambicntal provocado 
por la contamination debida a la presencia de di- 
ferentes xenobioticos en el medio. Enlrc las ntie- 
vas tecnicas propuestas, se encuentra cn un nivel 
preferente el estudio de la histopatologfa de ani- 
males expuestos al contaminante estudiado, asi 
como de la determination de Ios cambios en la 
citoqufmica debidos a tal exposition. Las tecnicas 
histopatologicas se han utilizado extensamentc 
sobre una gran variedad de animalcs marinos para 
describir e identificar aspectos patologicos atri- 
buidos a diversos contaminantes ambientales 
(Wolfe, Clark, Foster, Hawkes y Macleod, 
1981; Rasmussen, Hage y Karlog, 1983). Asi', 
por ejemplo, se ha determinado un incremento en 
la cantidad de Ifpidos, vacuolization de celulas 
digestivas y un incremento en la actividad lisoso- 
mal en moluscos bivalvos contaminados por pe- 
troleo ( Wolfe et al., 1981; Carles, Henry, 
Siron y Giusti, 1986; Berthou, Balquet, 
Bodennec y Marchand, 1987 ). Otros muchos 
ejemplos se podrian citar, referidos a diversos 
contaminantes tales como mctalcs pesados, pcsti- 
cidas etc. pero, previo a los estudios toxicologicos, 
es necesario conocer la cstructura normal del organo 
u organos a estudiar. En el presente trabajo se ha 
elegido como organo de estudio el hepatopan- 
creas, dada su implication directa en el metabolis- 
mo de muy diferentes substancias y entre ellas, los 
xenobioticos. Asi pues, lo que se pretendc conse- 
guir en estc trabajo es, la description histologica 
y ultraestructural del hepatopancreas y sus diver¬ 
sos tipos celulares. 

MATERIAL Y METODOS 

Muestras de hepatopancreas de ejemplares de 
Thais haemastoma procedcntes de entornos no 
contaminados han sido fijadas en solution de 


Kamowsky (glutaraldchido l%,paraformaldchi- 
do 2% en tampon Sorensen 0,15 M, pH 7,2 ) 
durante dos horas a 4°C. La postfijacion se ha 
llevado a cabo en tetroxido de osmio 1% en el 
mismo tampon por un periodo de dos horas a 4°C. 
Finalmente el material sc ha incluido en araldila 
(Durcupan ACM) y seccionado en un ultramicro- 
tomo JEOL-JUM7. Las secciones semifinas se 
han tenido con azul de toluidina y las ultrafinas 
con citrato de plomo ( Reynolds, 1963). 

El estudio y registro fotografico de las muestras 
se ha llevado a cabo en un microscopio electronic^ 
de transmision Hitachi H-800. 

RESULTADOS 

El hepatopancreas dc Thais haemastoma con- 
siste en un conjunto de tubulos ciegos revestidos 
por un epitelio monoestratificado en el que se 
distinguen cuatro tipos celulares: celulas secreto- 
ras, celulas absorbentes, acumuladoras de catio- 
nes e indiferenciadas. 

Las celulas secretoras(fig. 1) presentan un cito- 
plasma apenas tenido en el que destacan gruesas 
granulaciones basofilas de tamano constante y un 
nucleo de tamano irregular, nucleolo muy eviden- 
te y cantidad media de heterocromatina, preferen- 
temente pcriferica. A nivel ultraestructural (fig.2), 
la portion citoplasmatica perinuclear esta ocupa- 
dapor numerosos saculos de reticulo endoplasmi- 
co ribosomico de membranas paralelas, junto con 
mitocondrias y algun granulo conteniendo mate¬ 
rial de densidad variable. El citoplasmaperiferico 
(fig. 3) presenia dilatacion de los sacos del reticulo 
cndoplasmico ribosomico que muestra contenido 
granulofilamentoso de baja densidad. En sus pro- 
ximidadesesfrecuenteencontrarpequenosdictio- 
somas con contenido denso (fig. 4), asi como gra- 
nulos de secretion en distintos momentos de su 
formation. 


Fig. 1. Celulas secretoras. Granulos de secretion (punta de flecha); nucleo (asterisco). 1000 X. 

Fig. 2. Celula secretora: reticulo cndoplasmico ribosomico (rer); granulos (asterisco); nucleo (N) y nucleolo (n). 10000 
X. 

Fig. 3. Celula secretora: sacos dilatados de RER (puntas dc flecha): granulos de secretion inmaduros (asterisco). 
25000 X. 

Fig. 4. Celula secretora: dictiosoma en proximidad a RER. 30000 X. 

Fig. 5. Celulas absorbentes: vesiculas con material de baja densidad (asteriscos); nucleo (n). 1000 X. 
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Las cclulas dc absorcion se caracterizan por la 
gran cantidad dc vesiculas lcvcmcntc acidofilas 
quc ocupan la mayor parte del volumen celular 
(fig. 5); estas vesiculas son dc tamano muy varia¬ 
ble y dejan entre ellas una fina trama dc matriz 
citoplasmatica basofila. El nuclco, esferico u 
ovalado presenta cscasa cantidad dc hctcrocroma- 
tina y nucleolo muy visible. A nivel ultraestructu- 
ral (fig. 6) destaca lapresencia dc microvcllosida- 
dcs en el bordc apical dc la cclula, y mitocondrias, 
perfiles de reticulo endoplasmico liso junto con 
cuerpos clcctrondcnsos cn cl citoplasma subapi- 
cal. 

Las cclulas indifcrcnciadas (fig. 7) mucstran un 
citoplasma basofilo que conticnc casi cxclusiva- 
mente ribosomas libres y mitocondrias. El nuclco 
de gran tamano y contorno circular presenta muy 
escasa cantidad dc hctcrocromatina y un nucleolo 
esferico y de gran tamano; los poros de la en voltura 
nuclear son muy abundantes (fig. 8). 

Las celulas acumuladoras dc calcio presentan 
un citoplasma dcbilmcnte acidofilo en el quc des- 
tacan gran numero de granulacioncs irrcgularmen- 
te basofilas y dc tamano variable (fig. 9); cl nuclco 
redondcado u ovalado sc local iza en la porcion 
basal dc las celulas y mucslra un nucleolo promi- 
nente y baja condensation dc la cromatina (fig. 
10). AI microscopio elcctronico, estas cclulas pre¬ 
sentan un dcsarrollo modcrado de organulos, pre- 
dominando las mitocondrias y cl reticulo endo¬ 
plasmico ribosomico. Las granulacioncs presen¬ 
tan diferentes aspcctos cstructuralcs variables cn 
funcion dc su grado dc madurez, como puede apre- 
ciarse en las figs. 10 y 11, cn general suelc presen- 
tar una porcion central clcctrondcnsa rodcada por 
un estrecho halo dc mcnor densidad. 


DISCUSION 

La funcion principal del hepatopancreas dc 
Gastcropodos cs la sfntcsis y secretion de enzimas 
digestivos, asf como la absorcion, acumulacion y 
metabolismo dc distintas substancias (Nakazi- 
ma, 1956; Owen, 1966). Estas funcioncs se en- 
cuentran distribuidas entre algunos de los tipos 
celularcs que componen cste organo. Asf, por 
datos ultraestructuralcs, las cclulas secrctoras 
parccen espccializadas cn la sfntesis de proteinas; 
los datos histoqmmicos obtenidos en Deroceras 
(Babula y Skowronska-Wenland, 1988) y 
Helix (Rosenbaum y Ditzion, 1963) demuestran 
la cxistencia dc fosfatasa acida y csterasas inespe- 
cificas en cl interior dc las vesiculas citoplasmati- 
cas de cste tipo celular. Estos enzimas hidrolfticos 
son postcriormente vertidos a la luz tubular 
(Krysztofiak, Gliniecka y Bielawski, 1983) 
interviniendo en la digestion extracelular. 

Las celulas absorbentes, por sus caracterfsticas 
ultraestructuralcs (microvellosidades apicalcs, 
mitocondrias y sacos de reticulo endoplasmico 
liso cn el citoplasma subapical), deben estar 
implicadas en la absorcion dc materiales desdc la 
luz tubular, asf como su acumulacion en las vesf- 
culas citoplasmaticas. Conclusiones similarcs sc 
han obtenido en Arion y Helix (Orive, Berjon y 
Otero, 1979). La presencia de fosfatasa alcalina 
en el citoplasma apical dc estas cclulas en Deroce¬ 
ras (Babula y Skowronska-Wenland, 1988) 
asf lo confirma. Adcmas la abundancia de lisoso- 
mas en distintas fascs dc actuation, la interpreta- 
mos como consecucncia de la digestion intracelu- 
lar del material absorbido, dc acuerdo con la opi¬ 
nion dc Nakazima (1956). 


Fig. 6. Celulaabsorbcnte. Microvellosidades apicalcs (mv); reticulo endoplasmico liso (puntadeflecha) mitocondrias 
y cuerpos electrondensos (asterisco). 15000 X. 

Fig. 7. Cclula indiferenciada. 3000 X. 

Fig. 8. Celula indiferenciada. Envoltura nuclear y poros (puntas dc flecha). 15000 X. 

Fig. 9. Celulas acumuladoras dc cationes. Granulacioncs de calcio (asterisco); nuclco (n). 1000 X. 

Fig. 10. Celula acumuladora de cationes. Nucleo y granulos dc calcio en distintas etapas de formacion (asteriscos). 
10000X. 

Fig. 11. Celula acumuladora de cationes. Granulo de calcio maduro (asterisco). 25000 X. 
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Las celulas indiferenciadas parecen responsa- 
bles de la renovation de los otros tipos celulares, 
probablemente segun un mecanismo similar al que 
se da en las vellosidades intestinales. 

Las celulas acumuladoras de cationes, contenie- 
nen en sus vesiculas o litosomas (Andre y Faure- 
Fremiet, 1967) ademas de cantidades importan- 
tes de calcio (Abolins-Krogis, 1970) otros catio¬ 
nes, incluyendo hierro, cadmio y zinc (Durfort, 
1982, 1987; Ireland, 1982) en moluscos proce- 
dentes de medios aparentemente no contamina- 
dos. En las granulaciones de este tipo celular se ha 
demostrado histoquimicamente la presencia de 
forfatasaacida (Bowen, 1970) lacualpodriaestar 
relacionada con la utilization del calcio para la 
construction y regeneration de la concha (Abo- 
uns-Krogis, 1970; Mason y Nott, 1981). Estos 
mismos litosomas son lugarcs preferentes dc acu- 
mulacion de metales pesados tras exposition 
experimental a los mismos en Pulmonados (IRE¬ 
LAND, 1982) y Prosobranquios (Littorina litiorea) 
(Marigomez, Cajaraville y Angulo, 1990; 
Marigomez y Ireland, 1990; Vega, Marigo¬ 
mez y Angulo, 1989). Este tipo celular parece, 
pues, especialmente indicado para demostrar 
mediante estudios ultraestructurales, histoqulmi- 
cos y de microanalisis, la presencia o no de metales 
en el medio ambiente mediterraneo, dada la abun- 
dancia de T. haemasioma en nuestras costas, asf 
como su relativa tolerancia a la contamination. Es 
necesario, no obstante, el estudio previo desde las 
tres metodologfas citadas del efecto de la exposi¬ 
tion experimental a distintos metales pesados sobre 
las celulas acumuladoras de cationes. 


Trabajo parcialmente subvencionado por la 
DGICYT. Proyecto PB880349. 
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